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摘 要 
凋亡抑制蛋白 IAPs 调控细胞的多种生物学进程，其过表达与肿瘤生长、不
良预后及疗效相关，在大多数人类恶性肿瘤中表达异常升高。cIAPs 参与细胞命
运的调控过程。TNFα 结合 TNFR1 引起 TRADD、TRAF2、TRAF5、cIAP1、cIAP2
以及蛋白激酶 RIP1 的募集形成复合物 I。cIAPs 介导复合物 I 组分的泛素化，如
RIP1，进而诱导 IKK 复合物的募集。IKKβ 磷酸化 NF-κB 抑制子 IκB，使其靶向
泛素化依赖的蛋白酶体降解，从而使 NF-κB 转移至细胞核启动靶基因的表达。
在缺乏 cIAPs 的情况下，RIP1 从膜结合的复合物 I 上解离，与 FADD、caspase 8
形成复合物 II，导致 caspase 8 的激活并诱导细胞凋亡。因此，通过肿瘤细胞 cIAPs
调控下游信号通路是抗肿瘤药物开发的一个有效靶点。 
蓝花楹酮（Jacaranone）是一种苯醌类天然小分子化合物，存在于多种植物
中，具有一定的细胞毒性及抗肿瘤活性。本研究发现蓝花楹酮能够抑制 TNFα 诱
导的 NF-κB 的激活，并且在 TNFα 刺激下，蓝花楹酮能够引起 caspase 8 和 PARP
切割，增强 TNFα 诱导的细胞凋亡。对蓝花楹酮的作用机制进行深入研究发现，
蓝花楹酮能够特异性泛素化 cIAP2，使其发生降解，降低肿瘤细胞中 cIAP2 的表
达水平。蓝花楹酮通过下调 cIAP2 抑制 RIP1 的泛素化，抑制复合物 I 的形成，
发挥抑制 NF-κB 生存信号通路的作用；同时，蓝花楹酮诱导的 cIAP2 降解促进
RIP1 参与复合物 II 的形成，诱导肿瘤细胞凋亡。本课题阐述了蓝花楹酮诱导肿
瘤细胞凋亡的分子作用机制，为该类化合物抗肿瘤活性的研究提供理论基础，对
其进一步开发成为潜在抗肿瘤药物具有重要意义。 
 
关键词：蓝花楹酮；cIAP2；细胞凋亡；RIP1 
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ABSTRACT 
 
ABSTRACT 
Apoptosis inhibitory protein IAPs regulate a variety of biological processes. 
cIAPs are abnormally elevated in most human malignancies, and their overexpression 
is associated with tumor growth, poor prognosis and efficacy. cIAPs are involved in 
the regulation of cell fate. TNFα binds TNFR1 to induce TRADD, TRAF2, TRAF5, 
cIAP1, cIAP2 and protein kinase RIP1 to form complex I. cIAPs mediate the 
ubiquitination of complex I components, such as RIP1, which induces recruitment of 
IKK complexes. IKKβ phosphorylates the NF-κB inhibitor to target ubiquitination- 
dependent proteasome degradation, thereby transporting NF-κB to the nucleus- 
initiating target gene expression. In the absence of cIAPs, RIP1 dissociates from the 
membrane-bound complex I and forms complex II with FADD, caspase 8, leading to 
activation of caspase 8 and induction of apoptosis. Thus, regulation of downstream 
signaling pathways through cIAPs is an effective target for the development of 
antineoplastic drugs.   
Jacaranone is a kind of natural compounds, exists in a variety of plants, with 
cytotoxicity and anti-tumor activity. In this study, it is found that Jacaranone could 
inhibit TNFα-induced activation of NF-κB, and under the stimulation of TNFα, 
Jacaranone could induce caspase 8 and PARP cleavage and enhance TNFα-induced 
apoptosis. The study of the mechanism of Jacaranone showed that Jacaranone could 
specifically ubiquitin cIAP2 and induce cIAP2 degradation to reduce the expression 
level of cIAP2 in tumor cells. The decrease of cIAP2 inhibits the formation of 
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complex II and inhibits NF-κB signaling pathway. Down-regulating cIAP2 could also 
increase the formation of complex II to induced tumor cell apoptosis. This study 
uncovered the molecular mechanism of the apoptosis induced by Jacaranone, and 
provided a theoretical basis for the study of the anti-tumor activity of these 
compounds, which is of great significance for further development of potential 
anti-tumor drugs. 
Key words: Jacaranone; cIAP2; apoptosis; RIP1
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第一章  前言 
1 TNFR1信号通路 
1.1 TNFR1简介 
肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor, TNF）是一种多效的细胞因子，参与调
控包括细胞增殖、分化、凋亡和免疫应答等多种生物学进程，是研究最为深入的
免疫系统因子之一。TNF 广泛而重要的调节作用使其具有与包括自身免疫及癌
症等多种疾病相关的生物学功能[1]。TNF 抑制剂已被批准用于治疗人类 TNF 相
关的自身免疫病[2]，是众多成功的生物制剂之一，在临床上能有效地减少某些自
身免疫疾病相关的炎症[3]。 
过去的研究表明，TNF 在复杂的细胞因子网络中扮演着核心角色。它的发
现可以追溯到一个世纪以前，P. Brunes 发现一些肿瘤患者在经历急性细菌感染后
发生肿瘤消退，于是细菌及细菌产物开始用于肿瘤治疗的研究[4-5]。直到 1984 年，
两种不同的肿瘤坏死因子被发现，它们对肿瘤细胞具有细胞毒性并能够在小鼠中
诱导肿瘤消退，因而首次被分离出来，分别命名为 TNFα 和 TNFβ [6-7]。这成为了
发现两类重要的蛋白家族的基础，它们是 TNF 超家族（TNF superfamily, TNFSF）
和 TNF 受体超家族（TNF receptor superfamily, TNFRSF）。现在，人们已经发现
并鉴定了 19 种 TNFSF 中的配体，以及它们介导生物学功能所需要的 29 种
TNFRSF [8] 。在所有 TNFSF 和 TNFRSF 中，TNF 和它的两种受体肿瘤坏死因子
受体 1（TNF receptor 1, TNFR1）及肿瘤坏死因子受体 2（TNF receptor 2, TNFR2）
是最典型的[9]。 
TNFα 主要由激活的巨噬细胞产生，也由其它一些细胞如 CD4+淋巴细胞、
NK 细胞、嗜中性粒细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞、神经细胞等产生[10-11]。TNFα
有跨膜型（membrane form of TNFα, mTNF-α）和分泌型（soluble form of TNF-α, 
sTNF-α）两种形式[12]，最初作为含 233 个氨基酸的 II型跨膜蛋白被合成，以三
聚体的形式在细胞表面表达，经过一种金属基质蛋白酶 TNF 转化酶
（TNF-converting enzyme, TACE）的切割可被释放进入循环[13]。mTNF-α 的表达
和 sTNF-α 的产生是受严格调控的生物学进程，它们均能通过与结构和功能与不
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同的受体 TNFR1 和 TNFR2 结合，靶定到靶细胞发挥生理功能。TNFR1 广泛表
达于几乎所有类型的哺乳动物细胞中，mTNF-α 和 sTNF-α 均能将其激活[14]，而
TNFR2 的表达基本上限于免疫细胞和内皮细胞，如 CD4+和 CD8+淋巴细胞、血
管内皮细胞、星形胶质细胞、寡树突细胞、胸腺细胞、肌细胞和人骨髓间充质干
细胞等，优先被 mTNF-α 激活[15]。 
TNFR1 和 TNFR2 的胞外结构域均富含半胱氨酸，能够结合 TNF，而它们的
胞内结构域存在显著差别。TNFR1 具有一个胞内的死亡结构域[16]，这使 TNFR1
能够招募 TNFR1 相关死亡结构域蛋白（TNFR1 associated death domain protein, 
TRADD），TRADD 是 TNFR1 信号通路复合物中能够介导炎症和凋亡的关键组
分[17]。TNFR2 由于缺乏死亡结构域而不能招募 TRADD，而是通过招募肿瘤坏
死因子相关受体因子（tumor necrosis factor associated factor, TRAF）1 和 2（TRAF1
和 TRAF2）介导包括细胞生存和组织再生的稳态平衡[18]。TNF 不管结合 TNFR1
还是 TNFR2 均能激活转录因子核因子 κB（nuclear factor κB, NF-κB），但由此引
起的级联信号通路却十分不同。TNFR2 通过这条通路促进细胞生存，而依赖下
游信号通路和细胞内环境，TNFR1-TRADD 信号通路却可以导致细胞生存或死
亡。进一步的研究揭示了 TNFR1 和 TNFR2 之间具有一定程度的交互作用，这
依赖于外界刺激、细胞类型、胞内和胞外环境等因素[19]。 
1.2 TNFR1信号通路的调节 
在 TNF 的作用下，TNFR1 转位到浆膜的脂筏[20]以形成同源三聚体。TNFR1
上 TNF 的结合诱导其胞内死亡结构域的构象发生改变，从而招募 TRADD 和受
体相互作用蛋白 1（receptor-interacting protein, RIP1）[21]。TNFR1、TRADD 和
RIP1 的聚集引起复合物 I、II 的形成，复合物 II 有 IIa，IIb，IIc 三种不同的组成，
这些不同的复合物导致不同的下游信号通路的激活[22] （图 1）。这些复合物的形
成主要由 RIP1 的泛素化水平决定。复合物 I 由 TRADD、RIP1、TRAF2/5、胞内
凋亡抑制蛋白 1（cellular inhibitor of apoptosis protein 1, cIAP1）/cIAP2 和线性泛
素链组装复合物（linear ubiquitin chain assembly complex, LUBAC）组成。TRAF2
通过 TRADD 氨基端的 TRAF 结合结构域与之结合，随后与下游的 cIAP1/2 结合。
在小鼠中的实验表明，TRADD、TRAF2、RIP1 和 cIAPs 对 TNFR1 诱导的 NF-κB
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的激活都很重要，但不是必需的[23]。 
在 TNF 信号通路级联中，蛋白的翻译后修饰对决定 TNF 诱导的结果起着重
要作用，例如泛素化。简单地说，泛素化是一个分级的三步式反应过程，包括
E1 泛素活化、E2 泛素结合和 E3 泛素连接酶将确定的分子泛素化链连接到靶蛋
白形成多聚泛素化缀合物。连接的泛素化链的长度可能改变靶蛋白的命运[24, 25]。 
这些多聚泛素化链通常包含特定的赖氨酸或甲硫氨酸残基。对于 TNF 诱导
的信号转导，通过 K11、K48 和 K63 分支的多聚泛素化连接，或通过 M1 线性连
接，在决定靶蛋白命运中起主要作用。例如，蛋白质附着于 K48 泛素化链是针
对降解，这种对细胞信号调节剂的破坏导致了细胞内信号的关闭。相比之下，
K63 和 M1 连接的多聚泛素化加强蛋白质支架和细胞活化。K11 连接的多聚泛素
化链在蛋白降解和激活上都起作用。 
首先，TRAF2/5 和 cIAP1/2 均是 E3 泛素化连接酶介导 RIP1 的 K63 连接的
泛素化，随后 LUBAC 复合物将 M1 连接的多聚泛素化链连接到 RIP1 上。连接
到 RIP1 上的泛素化链能够招募并激活两种信号通路复合体：转化生长因子激活
激酶 1（transforming growth factor (TGF)-activated kinase 1 (TAK1)）复合物和 κB
抑制剂（inhibitor of κB, IκB）复合物（IKK）。TAK1 复合物由 TAK1、TAK 结合
蛋白 2（TAK1-binding protein 2, TAB2）及 TAB3 组成，磷酸化丝裂原活化蛋白
激酶（mitogen-activated kinase, MAPK），导致 c-Jun N-端激酶（JNK）、p38 和
AP1转录因子的激活。IKK复合物由NF-κB必需调节剂（nuclear factor κB essential 
modulator, NEMO）、IKK 亚单元 α （IKK subunit-α, IKKa）和 IKK 亚单元 β（IKKβ）
组成，激活 NF-κB 信号通路。NF-κB 和 AP1 靶基因的诱导在炎症、宿主防御、
细胞增殖和生存中发挥着不可或缺的作用 [26] 。 
复合物 IIa 和 IIb 的形成依赖于非泛素化的 RIP1。对于复合物 IIa 的形成，
连接的 K63、M1 泛素化链被 cylindromatosis（CYLD）从复合物 I 上的 RIP1 上
去除，导致去泛素化的 RIP1 从膜结合的复合物 I 上解离。释放的去泛素化 RIP1
与胞浆的 TRADD、FAS 相关的死亡结构域蛋白（FAS-associated death domain 
protein, FADD）、半胱天冬酶 8 前体（pro-caspase 8）和长同型异构体 FLICE 样
抑制蛋白（FLICE-like inhibitory protein, FLIPL）形成复合物 IIa。而当 RIP1 的非
泛素化由 cIAPs 的缺失或降解引起时，形成复合物 IIb。非泛素化的 RIP1 从膜结
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第一章 前言 
 
合的复合物 I 上解离，与 RIP3、pro-caspase 8 和 FLIPL 形成复合物 IIb。复合物
IIa 和复合物 IIb 均能使激活的 caspase 8 产生，导致下游的 caspase 级联激活，结
果通过凋亡诱导细胞死亡[27]。同时，去泛素化的 RIP1 和 RIP3 被 pro-caspase 
8-FLIPL 异源二聚体或激活的 caspase 8 切割来阻止细胞坏死。复合物 IIc 的形成
类似复合物 IIa 和复合物 IIb，去泛素化或非泛素化的 RIP1 由 CYLD 介导的去泛
素化或 cIAPs 的缺失造成。复合物 IIc 激活混合谱系激酶结构域样蛋白（mixed 
lineage kinase domain-like protein, MLKL）诱导坏死[28]。与凋亡这一受高度调控
的程序性细胞死亡相比，坏死导致浆膜破裂，这会使细胞内容物泄漏并发生局部
炎症。 
 
图 1. TNFR1信号通路模式图（引自文献 25） 
Figure 1. TNFR1 signaling pathway[25] 
2 IAP蛋白家族 
2.1 IAP蛋白的结构与功能 
1972 年，Kerr et al.首次报道了凋亡，与细胞的坏死不同，凋亡具有程序性
死亡的特点[29]。凋亡抑制对肿瘤细胞的存活至关重要，它是人类癌症的一个主
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